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序　　　　　論
放射線療法は，手術療法や化学療法と並ぶ，が
んの三大治療法の一つである．一般的な放射線療
法は，がん細胞が正常細胞と比較して分割照射に
弱いことを利用する．1）放射線療法は臓器の形態や
機能を温存でき，全身への負担が少なく，病状に
よっては通院でも治療できるという大きな利点を
持 っ て い る ． し か し ， 強 度 変 調 放 射 線 療 法
（intensity modulated radiation Therapy: imrT）
など治療機器の向上は目覚ましい半面，放射線に
抵抗性を示すがん細胞の存在や出現が今なお解決
すべき課題の一つである．2）
標準的放射線療法は，1 回 1.5−3 gy の X 線を週
5 回，合計 6 週間照射することで行われる．3）従っ
て，がんの放射線抵抗性に関与する因子を明らか
にするためには，1.5−3 gy/日の X 線照射に抵抗
性を示す放射線抵抗性細胞が必要不可欠である．
我々の予備的解析から，ヒト肝がん由来 hepg2 細
胞など一般的に使用されているがん細胞は 1.5 gy/
日の X 線照射を行うと 30 日以内にほぼ全ての細胞
が死滅した．従って，広く培養されているがん細
胞の中には臨床上問題となる放射線抵抗性細胞の
モデルとなりうるがん細胞は存在していないと考
えられる．従来から行われているがんの放射線抵抗
性に関する研究では，単回照射での放射線感受性が
異なる複数のがん細胞株を比較に用いたり，4-13）2
gy の X 線を数回照射したり 10 gy など比較的高線
量の X 線照射を行い，生き残った細胞を放射線抵
抗性細胞として解析したりするのが一般的であっ
た．14-20）しかし，前者はそもそもゲノム背景が異な
る細胞を比較対象にしているため，得られた解析
結果が別の組織に由来する放射線抵抗性細胞にも
当てはまるのかは疑問である．また，単回照射の
放射線に抵抗性を示したとしても，2 gy/日の X 線
を照射し続けると死滅してしまう可能性が極めて
高く，解析結果が臨床に応用できるのかは疑問で
ある．また，後者の放射線を照射して生き残った
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radiotherapy is one of the major modalities for the treatment of human cancers and has been established as an
excellent local treatment for malignant tumors. To know the molecular mechanisms of radioresistant cells we made
a system to compare between radioresistant and sensitive cells with the isogenic background. These cells continue
to proliferate under exposure to 2 gy/day X-rays for more than 30 days. Therefore, we named them clinically
relevant radioresistant（Crr）cells. however, molecular mechanisms of Crr cell radioresistance remains to be
elucidated so far. in this review new methodologies to know the molecular mechanisms of Crr cell radioresistance
will be discussed.
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細胞を解析した場合，たまたま生き残った細胞を
解析の対象にしている可能性は否めない．生き
残った細胞に 2 gy/日の X 線を照射すると全ての
細胞が死滅してしまう可能性が極めて高い．実際，
我々は 10 gy の X 線を照射して生き残ったヒト子
宮頸部がん由来 heLa 細胞に 2 gy/日の X 線を分
割照射したところ，30 日以内に全ての細胞が死滅
することを確認している（un-published data）．
そこで我々は臨床上問題となる放射線抵抗性細
胞の性質を明らかにして，より有効な放射線療法
を開発するために，2 gy/日の X 線を照射し続けて
も安定して増殖する新たながん細胞株の樹立に取
り組んだ．そして，がん細胞へ照射する X 線の線
量を 0.5 gy/日から 2 gy/日まで徐々に増やしてい
くことにより，2 gy/日の X 線照射を行っても増殖
する細胞株の樹立に世界で初めて成功した．21）こ
の細胞株は，臨床上使用されている 2 gy/日の X
線 に 抵 抗 性 を 示 す た め ，臨 床 的 放 射 線 耐 性
（clinically relevant radioresistant; Crr）細胞と名
付けた．22）これまでの経験から，Crr 細胞は接着
系でヒト由来のがん細胞であれば，どの細胞株か
らも樹立することができる．一方で，血球系に由
来する u937 細胞などからの Crr 細胞株の樹立に
は成功していない．また，ヒト由来のがん細胞で
は 3 gy/日まで放射線抵抗性を獲得することを確認
している．Crr 細胞には，ゲノム背景が同一であ
る親株が存在しているため，Crr 細胞と親株とを
比較することにより放射線抵抗性の要因が容易に
明らかになると考えられる．Crr 細胞を解析する
上で念頭に置かなければいけない点は，Crr 細胞
とはがん細胞を X 線照射に順応させて樹立した細
胞株であるという点である．従って，放射線療法
前に X 線照射を受けていない腫瘍内に存在する放
射線抵抗性細胞と必ずしも性質が同じであるとは
言い切れない．Crr 細胞は，標準的放射線療法で
ある 2 gy/日の X 線分割照射に抵抗性であるとい
う利点を生かして解析を行っている．解析結果が，
直接臨床に応用できるのかという問題点は常に
残っている．しかし，X 線分割照射に抵抗性を示
すがん細胞の in vitro としてのモデルとして基礎的
知見を得るには有用であると考えている．臨床に
応用するためには in vitro の解析結果を，ヌードマ
ウスを用いた in vivo の解析で再検証する必要があ
る．さらに，放射線療法で放射線に抵抗性を示し
たヒト検体を用いた再検証も必要である．
これまでの解析から，Crr 細胞は X 線で誘発さ
れ る DNa 損 傷 を 効 率 よ く 修 復 す る こ と ，21）
autophagy 細胞死が誘発されにくいこと，23）また微
小管脱重合阻害剤である Docetaxel に抵抗性を示
すことなどを明らかにしてきた．24）さらに，ヌー
ドマウス背部皮下に移植した Crr 腫瘍は親株由来
の腫瘍よりも X 線分割照射に抵抗性であることも
分かり，in vivo でも Crr 形質が維持されているこ
とが分かった．25）そして，Crr 腫瘍では血管密度
の高いことも分かっており，血管新生阻害剤が放
射線抵抗性腫瘍の克服に有効であることを明らか
にした．しかし，これまでに多くの研究者が Crr
細胞を使用して放射線抵抗性に関与する因子の単
離を試みているが，樹立した全ての Crr 細胞に共
通する放射線抵抗性因子の特定にはいまだ至って
いない．由来組織やゲノム背景は同一であるもの
の，Crr 細胞と親株を比較・解析することで放射
線抵抗性に関与する因子を特定できるのであろう
か．本総説では，この点を考察したいと思う．
本　　　　　論
CRR細胞における X線抵抗性の形質は不可逆的か
樹立した全ての Crr 細胞は 2 gy/日の X 線分割
照射に抵抗性を示すだけではなく，比較的高線量
の 10 gy の X 線単回照射にも抵抗性を示した．21）
従って，Crr 細胞が X 線抵抗性の形質を獲得して
いるという点は間違いない．Crr 細胞は，X 線抵
抗性の形質を維持するため，毎日 2 gy の X 線を 1
回照射している（maintenance irradiation; mi）．
従って，これまでの総照射線量が 5,000 gy を超え
ている Crr 細胞も存在する．ところで，mi を行
わずに培養した Crr 細胞は X 線分割照射に抵抗性
を示すのだろうか．この疑問に答えるため，mi を
行わずに Crr 細胞を長期間培養し，X 線感受性が
変化するのかを解析した．半年間 mi を行わずに培
養した Crr 細胞では，2 gy/日の X 線に抵抗性を
示す形質を維持していた．しかし，1 年以上 mi を
行わずに培養した Crr 細胞に 2 gy/日の X 線を照
射すると，30 日以内に全ての細胞が死滅した．ま
た，単回照射への放射線感受性を調べるために
modified high-density survival assay を行うと，26）
半年間 mi を行わずに培養した Crr 細胞は親株に
比べて明らかに X 線に抵抗性を示したものの，1
年以上 mi を行わずに培養した Crr 細胞の X 線感
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受性は親株と同程度であった．27）以上から，Crr
細胞における X 線抵抗性の形質は mi により維持
されており，X 線抵抗性の形質は可逆的であるこ
とが分かった．
CRR細胞における染色体の構成
放射線照射を受けた細胞には染色体異常が誘発
されることがある．28,29）従って，2 gy/日の X 線照
射を 1 年以上続けている Crr 細胞の染色体構成が
親株と同様のままであるとは考えられない．しか
し，これまでの解析から Crr 細胞は X 線で誘発さ
れる DNa の二本鎖切断を効率よく修復すること
や，X 線照射で誘発される突然変異頻度の低いこ
とが分かっている．このことから推測すると，放
射線抵抗性を獲得した Crr 細胞では染色体の再構
成はそれほど生じていないのではないかと推測さ
れる．Crr 細胞は 2 gy/日の X 線照射を行っても
安定して増殖し続ける細胞であるため，染色体の
構成を親株と比較することは興味深い点である．
そこで，g-band 分染法を行い染色体数の異数性，
転座，部分欠失などの異常が生じているのかを解
析した．ヒトの染色体は 22 種類の常染色体が 2 本
ずつと性染色体が 2 本で構成されている．解析の
結果，親株である hepg2 細胞の染色体は正常細胞
と比較して顕著な変化はなく，それぞれの染色体
が何番染色体であるのかを識別することができた
（Fig. 1）．しかし，Crr 細胞株である hepg2-8960-
r 細胞の染色体を解析すると，極めて複雑な再構
成が生じており，染色体番号の判別は不可能で
あった．hepg2-8960-r 細胞では，Crr 細胞の樹立
過程もしくは mi により染色体の切断と再結合が何
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Fig. 1.  Chromosome analysis of parental hepg2 and clinically relevant radioresistant hepg2-8960-r. Chromosome spreading
combined with giemsa staining was performed. Complex chromosome rearrangements are occurred in hepg2-8960-r.
based on ref. 39.
度も繰り返されていることが強く示唆された．さ
らに，詳細に染色体の再構成を解析するために，
hepg2 と hepg2-8960-r のゲノムを用いた染色体
Comparative genomic hybridization（Cgh）解析を
行った．染色体 Cgh 解析では，より詳細な染色体
レベルでのコピー数の減少，過剰，および増幅を
検出することができる．解析の結果，hepg2-8960-
r 細胞のゲノムでは全ての染色体にわたってコ
ピー数の減少，過剰，および増幅が生じていた
（Fig. 2）．さらに，特定の染色体領域における
Fluorescence in situ hybridization（Fish）を行っ
た結果からも，hepg2-8960-r 細胞においては染色
体の増幅が生じていた（Fig. 3）．以上の結果から，
Crr 細胞にはゲノム背景が同一である親株が存在
しているものの，染色体の構成は全く異なってお
り，親株とはだいぶ異なった細胞に変化している
ことが示された．
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Fig. 2.  whole-genome idiogram of the submegabase resolution tiling array relative to the parental hepg2 cells. The array
comparative genomic hybridization profiles of hepg2-8960-r cells are shown. The graphic profile represents the relative
copy number of hepg2-8960-r to that of hepg2 along with each chromosome. bars to the left show losses, and bars to
the right show gains. based on ref 22.
Fig. 3.  Chromosome in situ hybridization of indicated gene loci of clinically relevant radioresistant hepg2-8960-r cells.
結　　　　　論
放射線抵抗性細胞を用いた研究のこれまでとこれ
から
Crr 細胞のように親株とゲノム背景が同一であ
る放射線抵抗性細胞を樹立し，解析に用いている
報告が増えている．30-32）これらの報告では，Crr
細胞のように低い線量の X 線を分割照射して，
徐々に照射線量を増やしていき，放射線抵抗性細
胞を樹立している場合もある．33）しかし，報告さ
れている放射線抵抗性に関与する要因は多岐にわ
たっており，全ての放射線抵抗性細胞に共通する
因子の報告はない．富田らは，mir-7-5p が放射線
抵抗性に関与していると報告しており，27）一方で
福本らは guanine nucleotide-binding protein 1 が放
射線抵抗性に関与していると報告している．34）
我々は放射線抵抗性の要因を特定するために，
様々な組織に由来するヒトがん細胞株から Crr 細
胞を複数種類樹立し解析してきた．また，複数の
研究機関が Crr 細胞を用いて放射線抵抗性の要因
を突き止めようとしてきた．35-37）これらの解析の中
には，microarray 解析やメタボローム解析などが
ある．しかし，現状では樹立した全ての Crr 細胞
に共通して発現が変化している遺伝子や形質は見
つかっていない．また，mirNa の発現を網羅的に
解析しても，同様である．
Crr 細胞は，形質維持のため毎日 mi を行って
いる．肺がん細胞株では，2 gy/日の X 線分割照射
を行うだけでも遺伝子発現は明らかに変化するこ
とが報告されている．38）ゲノム背景が同一である
という理由から親株と Crr 細胞を比較しても良い
のであろうか．染色体解析から分かったことは，
親株と Crr 細胞とでは染色体レベルではかなり異
なっており，遺伝子のコピー数においても異なっ
ている部分が多数存在することが分かった．従っ
て，親株と Crr 細胞とを比較した場合，mi の影
響や遺伝子の発現量がノイズとなり放射線抵抗性
に関与する因子の特定には至らないのではないか
と考察した．親株から Crr 細胞を樹立した段階
で，もともとのゲノム背景は同一であるものの，
両者は全く異なった細胞であると言わざるを得な
い．細胞の形態においても，Crr 細胞は親株に比
べて小さい．さらに，mi を行えば行うほど生じた
染色体異常の頻度は増すと考えられ，1 年前の
Crr 細胞と今の Crr 細胞は同じ細胞とは言えな
い．これまでは，放射線抵抗性の因子を特定する
ために，親株と mi を行っている Crr 細胞とを比
較してきたものの，放射線抵抗性の要因が明らか
になっていないのはこの比較に問題があるのでは
ないかと推測される．それでは，どのような比較
を行えばいいのであろうか．
Crr 細胞を mi なしで 1 年以上培養し続けると
X 線抵抗性の形質は失われる．Crr 細胞は，過酸
化水素に抵抗性の形質も持っているが，この形質
も 1 年以上 mi を行わないと失われる．このことか
ら，1 年以上 mi なしで培養し続けた Crr 細胞は
Crr 形質を失っていると考えられる．また，mi
なしで培養し続けた Crr 細胞は X 線照射を受けて
いないため，その間，染色体異常は生じにくいと
考えられる．これらのことから，解析したい Crr
細胞の一部を凍結保存し，残りの細胞を Crr 形質
が失われるまで mi なしで培養し続け，Crr 形質
が失われた段階で凍結しておいた Crr 細胞と比較
すれば，染色体やゲノム上の遺伝子のコピー数は
ほぼ同じであるものの，放射線感受性が異なる細
胞を比較することになるのではないかと考えられ
る．このような比較の方法は今までになく，放射
線抵抗性の要因を明らかにしやすくなるのではな
いかと考えられる．
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